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(54) Title: METHOD FOR INDUSTRL^LLY PRODUCING A JAPANESE ENCEPHALITIS VACCINE AND RESULTING VACCINE 

(54) Titre: PROCEDE DE PRODUCTION INDUSTRIELLE D'UN VACCIN CONTRE L'ENCEPHALITE JAPONAISE ET VACCIN 
OBTcNU 

(57) Abstract 

A metfiod is disclosed for industrially producing a Japanese encephalitis vaccine, wherein (a) cells from a cell line are cultured, (b) the 
resulting cell culture is moculated with a Japanese encephalitis vims in the presence of a viral growth medium, (c) the vims is propagated 
and multiplied on the cells, (d) the viral growth medium is recovered in the form of a suspension of vimses produced by the ceUs, (e) the 
vrnis suspension is purified :n at least one ion exchange chromatography step and a gel pcmieation step, and (0 the vims suspension is 
tomiulatca and converted mto a pharmaceutical form to preserve it until the moment of use. A Japanese encephalitis vaccine characterised 
m that It compnses a Japanese encephalitis virus produced by culturing cells from a cell line, and in that the cellular DNA content is less 
than l(X) pg/dose, is also disclosed. 

(57) Abr^€ 

LMnvcntion conccme un proctfdtf de production industrieUe d'un vaccin contre I'enciohalite japonaise, caract^ris^ en ce qu'D comprend 
ICS 6t^ suivantes: a) mise en culture de cellules provenant d'unc Ugnee cellulaire, b) inoculation de la culture de ccUules obtenue par du 
hI'^ I* ^"*^^P^''«^ Japonaise en presence d'un milieu de multiplication viralc. c) propagation et multipUcation du vims sur les cellules, 
a; recotte du milieu de muIUphcation virale constimant une suspension de virus produits par les ccUules. c) puriiication de la suspension 
vuale par au moms une 6tape de chromatographic dchangcuse d*ions ct une itapc de pcmidaticn de gel, 0 formulation et mise sous forme 
pharmaceutique de la suspension virale pour assurer sa conscrvadon jusqu'i son utilisation. L'invention conceme tfgalcment un vaccin 
contre 1 enceSphalite japonaise caractdris^ en ce qu'U compoitc du virus de reac6phalite japonaise obtenu par culture sur cellules provenant 
une lign6c cellulaire, ct en ce que la tencur en ADN cellulaire est infdrieure % 100 pg/dosc. 
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Procede de productio n ind\istri elle d'un vacxri n 
contre I'encephalite japonaise et vaccin obte nu 

La presente invention a trait a un proc6de de 
production d'un vaccin pour la prevention de I'encepha- 
lite japonaise, a base de virus de I'encephalite japo- 
naise (JEV) et notamment d'un vaccin utilisable chez 
I'honune. L'invention a egalement trait au vaccin obtenu 
^ par ce procedS. 

Le virus de I'encephalite japonaise, dont le 
vecteur de transmission est un moustique, est la cause 
d' infections graves, dites enc6phalit3s. japonaises, dans 
de nombreux pays d ' Extreme-Orient dinsi que dans d' autres 
regions du monde. 

On connait des vaccins contre I'encephalite 
japonaisfe qui sont. obtenus par des procedes consistant 
injecter le virus JEV par voie intracranienne chez le 
souriceau et a recup6rer les tissus infect6s. L' emulsion 
tissulaire que I'on obtient est ensuite purifiee, 
generalement par des m4thodes de precipitation, notamment 
a la protamine . D ' autres techniques de purification de 
ces preparations tissulaires ont egalement ete proposees 
dans la litterature, telles que des techniques d'ultra- 
filtration, de filtration et de centrifugation, ou de 
precipitation au polyethylene glycol, ces techniques 
pouvant etre conbinees entre elles ou a des techniques 
de gel-filtration, de chromatographie sur sulfate de 
cellulose ou sur sulfate de polysaccharide reticule (JP- 
B-65 000 611, JP-A-53 133 627, jp-A-50 048 118, JP-A- 
2 223 531, US-A-4 725 546, JP-A-49 020 322 et B-81 005 
204, JP-B-67 025 408). 

Dans I'art anterieur, les preparations 
virales sont inactivees, ainsi que le recommande 
1 'Organisation Mondiale de la Sante, par des agents 
chimiques tels que le formol selon des procedures 
standardisees, a savoir inactivation de longue duree 
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pendant cihquante ^ soixante jours 6 +4»C a une concen- 
tration de formol de 1/2000, en raison de 1 ' instability 
des Virus a des temperatures plus glevees dans cet 
environnement . 

Les vaccins du commerce aiasi obtenus sont 
erficaces mais sont difficiles et coQteux a preparer 
purifier et inactxver. lis peuvent, en outre, conduire 
. ^ des reactions secondaires dues aux contaminants 
provenant des tissus de souriceaux, ce qui en limite, 
parfois,!' application. 

II est done souhaitable de pouvoir produire 
un vaccin par d'autres techniques de nature plus indus- 
trielle et notamment en utilisant una multiplication et 
une propagation du virus sur lignee cellulaire, Toute- 
fois, la production d • un vaccin en grandes quantites, par 
des m^thodes tr6s industrialis^es, est beaucoup plus 
difficile que dans le cas de la multiplication par voie 
intracranienne, et ceci non seulement en raison des 
quantites importantes qui doivent St re trait4es, mais 
egalement des difficultSs d-obtenir et de contrdler des 
rendements Aleves, ainsi que des problfemes de purifica- 
tion pos6s par les contaminants pouvant provenir des 
cellules ou du milieu de multiplication virale que sont 
alors rencontrSs. 

II est connu dans I'art anterieur que le 
virus de l'enc6phalite japonaise peut se propager sur 
diverses cultures de cellules, y compris sur des cultures 
de lignees cellulaires, notaimn=nt des cellules Vero. 
Cependant, les methodes de culture divulguees ne penaet- 
tent pas d'obtenir des rendements satisf aisants dans des 
conditions de culture industrielle a grande echelle, qui 
seule permet une production a un coQt raisonnable. "il 
n-est pas non plus decrit, dans l-art anterieur, de 
methods pour purifier a un haut degre les preparations 
virales provenant de la propagation et de la multiplica- 
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tion sur lign6es celluiaires. 

_ L. invention se propose done de rem^dier a ces 

xnconvenaents et de fournir un proc.de de production d"n 
vace.n centre Lenc.p.aUte japonaise, ,ui puisse Le 
™xs en oeuvre . grande .chelle dans des conditions sOres 
rapxdes et .cono.iques et qui pennette d-obtenir u^ 
vaccxn efficace d-une tr.s grande puret., avec un tres 
bon rendement industriel. 

oh-i.. atteindre ces buts, I'invention a pour 

ob.et un precede de production industrielle d-un vaccxi 
centre l.encphalite Japonaise, caraot.ris. en ce gu 1 
comprend les 6tapes suivantes: . ce qu il 

b) inoculation la culture de cellules obtenu,s par du 
v.rus de Lencphalite japonaise e„ presence d.un 
imlleu de multiplication virale, 

''clu:!:^" ""^^^P^^--^- Virus sur ies 



ci) recolte du milieu de multiplication virale constituant 
une suspension de virus produits par les cellules 

e) purification de la suspension virale par au moins ^ne 
etape de chromatographie echangeuse d'ions et une 
etape de permeation de gel, 

f) formulation et mise sous forme pharmaceutique de la 
suspension virale pour assurer sa conservation jusqu-a 
son utilisation. j h ^ 

Selon une caract^ristique particuliSre de 
1 xnventxon, la quantity de virus inoculee correspond ^ 
une multxplicit. d-infection inferieure a 0,1. Ainsi, on 
cbtxent un bon rendement pour la propagation et la 
multiplication virale. 

caracteristique particuliere de 
.1 invention, le proc.d. comprend, en outre, une etace 
d inactivation de la suspension virale avant ou apr^s 
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I'etape de purification e). il est ainsi possible de 
fabriquer un vaccin inactive tout en utilisant pour la 
propagation et la multiplication virale une souche 
virulente. 

Selon une caracteristique du procede de 
l«invention, 1 • inactivation est realis^e au moyen d'un 
agent chimique ^ temperature ambiante. Ainsi, I'inactiva- 
tion se produit rapidement. 

Selon un mode particulier de realisation, le 
precede consiste h utiliser une lignee de cellules Vero 
pour assurer la raultiplication virale. 11' est ainsi 
possible d»obtenir de bons rendements car ces cellules 
sont tres permissives au virus de 1 • encephalite japonai- 
se. 

Selon une autre caracteristique de realisa- 
tion de I'invention, le proc§de consisted purifier la 
suspension virale en effectuant les etapes suivantes : 

. chromatpgraphie par echanged' ions, 

. chromatographie d • adsorption, 

. permeation de gel . . 
- II est, ainsi, possible d'obtenir un vaccin 
^ tres haut degr6 de purete. 

Selon un autre mode de realisation de 
I'invention, le procede consiste, en outre, apr^s 1 ' etape 
de recolte d), ^ introduire a nouveau du milieu de 
multiplication virale neuf , ^ attendre un temps suffisant 
pour permettre k nouveau la multiplication du virus et 
^ ef fectuer une nouvelle recolte du milieu de multiplica- 
tion virale. 

On peut, ainsi, obtenir un nombre important 
de recoltes ^ partir d'une meme culture cellulaire. 

L' invention a egalement pour objet un vaccin 
obtenu par culture sur cellules provenant d'une lignee 
cellulaire caracterise en ce qu'il comporte du virus de 
I'encephalite japonaise et en ce que la teneur en ADN 
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cellulaire est inferieure a loO pg/dose. 

Un tel vaccin presente a la fois I'efficacite 
et la surety necessaire tant du point de vue des contami- 
nants viraux que des proteines pour etre administre de 
fagon systeraatique a touts personne susceptible d'etre 
en contact avec le virus. 

D'autres objets et avantages de la presente 
. invention apparaitront a la lecture de la description qui 
va suivre. 

Selon 1' invention, on peut effectuer la 
culture cellulaire, soit en fermentour, soit de fagon 
traditionnelle en flacons (boites de Roux, flacons 
roulants, Multiray™, Cell-Cube^"...)- 

De pr6f6rence, cependant, on dispose d'un 
fermenteur de grand volu.T.e . ( 500 a 2000 1) contenant des 
microporteurs ainsi qu'un milieu de culture cellulaire, 
dans lequel on introduit un inoculum de cellules d ' une 
lign^e cellulaire permissive au virus de 1 ' encephalite 
japonaise ; il peut s'agir de cellules BHK 21 (Baby 
Hamster Kidney) ou encore de cellules Vero. 

Les microsupports permettant la culture en 
suspension dans le fermenteur peuvent &tre dif f erents 
microsupports d6ja corinus pour un tel usage ; on peut 
notamment citer les partxcules Cytodex 1™ h une concen- 
tration de 1 a 3 g/1 de milieu de culture comme convenant 
particuli&rement bien a la culture de cellules Verc. Les 
durees, temperatures et autres conditions de culture, et 
notamment la composition du milieu . de culture sont 
adaptees en fonction de la nature des cellules Vero sur 
microsupports de Cytodex 1™, une dur^e de 4 jours etait 
appropriee pour obtenir une bonne croissance cellulaire 
et perraettre ainsi d'inoculer le virus avant la phase 
stationnaire de la culture. On remplace ensuite le milieu 
de culture par un milieu de multiplication virale et on 
introduit dans le fermenteur un inoculum de virus de 
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I'encephalite japonaise avec une quantite calculee oour 
avoir une faible valeur de la multiplicite d- infection 
(ou MOI pour Multiplicity of Infection) qui est le 
rapport de la quantite de particules virales introduites 
sur le nombre de cellules pr^sentes. 

Cette multiplicity est de preference infe- 
rieure h environ 0,1 et de preference encore inf^rieure 
a 0,01. 

La souche virale utilisee peut Stre une 
souche att6nu6e telle que la souche SA 14-14-2 ou toute 
souche immunogene virulente connue telle que la souche 
Nakayama ou Beijing. La souche P3 au asSnie passage 
fournie par le NVSI (National Vaccine and Serum 
Institute, Beijing) convient bien aux besoins de 
15 1' invention. 

Le milieu utilise pour la multiplication 
virale est un milieu habituel, tel que le MEM, dans 
lequel il est important que la quantity de prot6ines soit 
reduite le plus possible. On utilise de preference un 
20 milieu dont la concentration en proteines, qui est 
habituellement de I'albumine humaine, est inferieure a 
5 g/1. De preference meme, on utilise un milieu de 
culture compldtement depourvu en proteines. 

La duree necessaire a la propagation et ^ la 
25 multiplication virale peut §tre determinee par la 
surveillance du titre infectieux. On considSre qu'une 
recolte de virus peut gtre effectuee lorsque le titre LD 
so/ml est de I'ordre de lo'' ou 10^. La recolte est 
effectuee par simple prelevement du milieu de multiplica- 
tion virale qui contient les virus produits par les 
cellules. De fagon avantageuse, aprds avoir preleve le 
milieu de multiplication virale, on introduit a nouveau 
dans le fermenteur du milieu neuf afin de permettre une 
nouvelle multiplication du virus conduisant h une 
nouvelle recolte. On peut, ainsi, obtenir facilement 
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jusqu^a 8 recoltes successives dans le meme fermenteur 
a partir de la meme culture cellulaire. La duree neces- 
saire ^ la propagation et h la multiplication du virus 
pour obtenir une dose LD 50/ml de 10^ ou 10^ est .genera- 
lement de 2 ^ 3 jours ; on realise de preference une 
premiere recolte 3 jours apres 1 ' inoculation virale, puis 
des recoltes successives tous les 2 ou 3 jours. 

Ainsi, un cycle complet dans un fermenteur, 
peut durer 23 jours repartis de la fagon suivante : 

. JO : demarrage de la culture de cellules 
sur les microsupports dans le fermenteur, 

- J4 ; remplacement du milieu de culture 
cellulaire par du milieu de multiplication virale et 
inoculation du virus, 

• J7 : premiere recolte, 
. J9 ; deuxieme recolte, 

. Jll : troisi^me recolte, 
. J14 : quatrieme recolte, 
. J16 : cinquieme recolte, 

• J18 : sixi^me recolte, 

- J21 : septieme recolte, 
. J23 : huitieme recolte. 

Les differentes recoltes obtenues peuvent 
ensuite etre traitee separement ou en melange, 

Le traitement consiste soit en une purifica- 
tion et une inactivation, 1 • inactivation pouvant etre 
r^alisee avant ou apr^s 1 ' etape de purification. 

L' inactivation est une etape indispensable au 
procede selon 1 » invention lorsque la souche virale 
utilisee au depart est une scuche virulente ; par centre, 
lorsque la souche utilisee pour la multiplication virale 
est une souche attenuee telle que la souche SA 14-14-2, 
cette etape d » inactivation peut etre soit omise, soit 
realisee afin d'etre dans les meilleures conditions de 
securite possibles. 
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Selon 1 . invention, on ef f ectue 1 • inactivation 
au .oyen d- agents chi.iques a une temperature ambiante. 
Par temperature ambiante selon !• invention, on entend une 
temperature iargement superieure a . 4°C qui est la 
temperature habituellement utilis.e par 1 • inactivation 
du varus JEV. Cette temperature peut avantageusement .tre 
comprise entre 20 et 37=0 at on pr.f.re une temperature 

^ ^^ ^'.-^«^e 250c. on a, en effet, constat, guele Virus 
^ est rapxdement inactivl ^ cette temperature et on a, en 

outre, pu noter que, de f agon . surprenante, le virus 
contenu dans son milieu de. multiple cation -virale, est 
stable malgre la temperature elev.e ; cette duree tres 

Z^H-'!! V'"'"''"''°" un avantage important du 

procede de 1 • invention d-un. point de vue industriei. 

. ^^entschimiques utilises pour l.inacti- 

yatxon peuvent notamment etre le formol ou la betapropio- 

lactone ; on prefere le for^ol. on peut, par e^^^^^ 
effectuer 1 ■ xnactivation . Laide de formol V 25 ou a 
37 C pendant 14 jours ou moins ; de preference, la duree 
sera d-au moins 7 jours. De, fagon avantageuse selon 
1 invention, la concentration de formol utilise peut etre 
mferieure Scelle classiquement utilises dans I'inacti- 
vatxon du virus JEV ; elle peut-, par exemple, etre de 
1 ordre de 1/2000 a 1/8000 et notam«,ent de 1/4000. 

II est possible egalement de proceder 
successivement a 2 etapes d- inactivation differentes 
mettant par exemple en oeuvre 2 agents chimiaues diffe- 
rents. 

On peut egalement, avant cette etaoe d'inac- 
txvation, proceder ^ la filtration de cheque re'colte afin 
d-eiiminer les debris cellulaires (proteines, acides 
nucieiques...), ainsi qu-a sa concentration de facon a 
augmenter le titre en virus et la teneur en prc„-ines du 
milxeu liquide. Le facteur de concentration est de 
preference au moins egal a lO, par exemple de 1- ordre de 
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1000. La concentration peut etre effectu^e par les moyens 
habituels et notanunent 1 ' ultrafiltration . 

La suspension virale, inactivee ou non selon 
le precede utilise, doit etre purifiee. Selon une 
caract6ristique importante de 1' invention, I'etape de 
purification comprend au moins une chromatographie . De 
fagon avantageuse, on precede successivement aux 3 etapes 
suivantes : 

. chromatographie echangeuse d'ions, 
. chromatographie d» adsorption, 

• permeation de gel. 

La chromatographie §changeuse d'ions est de 
preference une chromatographie echangeuse d' anions, 
qu'ils soient faibles ou forts. Le support utilise est 
15 par exemple le DEAE-Spherodex™ (vendu par Biosepra, USA) 
qui retient s61ectivement les particules virales et 
laisse passer. I'essentiel des proteines contaminantes . 

L'eluat contenant les virus peut ensuite etre 
effectu^e sur des supports tels que 1 ' hydroxyapatite ou 
les gels chelatants (calcium...).. Dans ce cas, le virus 
ne se fixe pas sur le support qui retient plus speciale- 
ment les acides nucleiques. 

A la suite de cette etape, on procfede k une 
gel filtration ou tamisage moleculaire (encore appele 
25 permeation de gel) sur tout support approprie tel que le 
Sepharose 6FF™ (Pharmacia) ou le Fractogel^" (E. Merck). 
Lors de cette operation, I'elution pennet de recuperer 
les particules virales dans la premiere fraction ; les 
pics d'61ution suivants correspondent aux proteines 
virales et aux impuret^s r^siduelles. On conserve done 
uniquement, pour la fabrication d'un vaccin, la premiere 
fraction de I'eluat. 

De fa9on avantageuse, on peut proc^der, entre 
la chromatographie d' adsorption et la gel filtration, a 
une etape de concentration, de preference par ultra- 
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filtration avec une membrane dont le seuil de coupure est 
de 10 000 daltons. ^ 

La suspension virale purifiee et eventuel- 
le.ent inactivee est ensuite forn,uIee pour obtenir le 
txtre antigenique desire ; on peut egalement lui ajouter 
un stabilisant ou un adjuvant ; elle est ensuite mise 
sous forme pharmaceutique afin d'etre conserves dans de 
^ bonnes conditions jusqu-a son utilisation. 

Exemple. 

1. Materiels 

. - '^^^^^l^svercr les cellules Veroutilisees 
pour inoculer le fennenteur proviennent d'une banque 
cellulaire Vero au 137^me passage, banque ayant subi tous 
. les contreies necessaires a sa caract^risation et ^ sa 
qualification. 

- - Le virus JEV : la souche virale utilisee 

est la souche P3 au 8 Seme passage fournie par le MVSI. 

Une ampoule de virus re^ue est mise en 
suspension dans lOo ml de milieu et f iltrSe ^ 1 -aide d'un 
filtre 0,1 ^n,. La solution est utilises pour infecter 
deux flacons de 75 cm^ cinq jours apres, le surnageant 
recueiUi est fiitr. (fiitre de 0, 2 ^m, . Piusieurs 
recoltes ont 6te faites et le melange formant le lot de 
semence primaire presente un titre LD 50/ml = lo^'""* on 
prepare le lot de semencede travail a raison de 10 ml 
de lot de semence primaire pour infecter 12 flacons 
roulants de 850 cm^ Plusieurs recoltes peuvent etre 
effectuees et le melange de 30,2 litres a un titre LD 
50/ml = 10''^\ 

Les lots de semence primaire et de travail 
sont ensuite control^s afin. d • assurer leur caract^risa- 
tion et leur qualification. 

2. Precede du culture 

On remplit la cuve d • un fennenteur de. 500 1 
avec un milieu de culture usuel pour cellules Vero 
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contenant des microsupports Cytodex 1™ a une concentra- 
tion de 3 g/1. on ensemence le milieu par un inoculum de 
cellules Vero (200 000 cellules/ml). 

on laisse les cellules se fixer et croitre 
pendant quatre jours. A la fin des quatre jours, le 
milieu de culture est remplace par un milieu de multi- 
plication virale. 

Un inoculum de virus est introduit dans la 
cuve avec une quantite de virus calculee pour avoir une 
multiplicite d'infection MOI egale h 1/500. Les diffe- 
rentes cultures sont effectuees h la ^.emperature de 37OC. - 
Trois jours apres 1' inoculation virale, on recueille le 
milieu de multiplication virale qui fournit la premiere 
r^colte. Le milieu de multiplication virale est remplace 
par un milieu neuf et une nouvelle recolte est effectuee 
tous les deux jours, lenombre total de recoltes 6tant 
eigal a six. 

Le tableau I montre les titres obtenus a 
chaque recolte. 



Recoltes 


Rl 


R2 


R3 


R4 


R5 


R6 


Jours apres 
infection 


3 


5 


7 


10 


12 


14 


Titre 
LD 50 /ml 










10«'2 


10^-3 



30 



Les recoltes sont filtrees sur filtre 
membrane (diametre des pores : 0,2 jum). 

L' ensemble des recoltes est melange. 

Le melange de recolte est concentre d • un 
facteur 100 par ultrafiltration sur membrane 10 000 
daltons. 
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on ajoute au melange de recolte concentre une 
solution de formol a une concentration finale de 1/4000 
et on maintient a temperature ambiante (de 20 a 25°C) 
sous agitation continue pendant 14 jours. 

On precede ensuite k une nouvelle filtration 
et on verifie 1 ' inactivation par un controle en 2 etapes 
selon le protocols de I'OMS (Rapport technique 771 de 
1988). 

Toutes les preparations inactiv6es par le 
formol se sont montr^es satisfaisantes. 

. . .La solution inactiv^e . nst passee sur une 
colonne chromatographique d ■ echange d • ions k groupement 
DEAE equilibrie h pH 8, ( resine DEAE-Soh^rodex™) Le 
Virus est retenu sur la colonne. Aprfes lavage par un 
tampon phosphate/ le virus est elu4 par un tampon 
phosphate, NaCl o,2M. La majorite des contaminants 
proteiques sont ainsi elimines. 

L'eluat est purifie par affinity de chelation 
par interaction calcique en injectant I'eluat h travers 
une colonne de Chelating Sepharose™ (Pharmacia). Le 
Virus n'est pas fix6 et traverse directeme.nt la colonne. 

On precede ensuite a une concentration par 
ultrafiltration sur des membranes dont le seuil de 
coupure est de 10 coo Da pour reduire le volume de la 
suspension virale d'un facteur d- environ 20. 

La solution concentree de virus prepurifiee 
est introduite dans une colonne de Sepharose 6 FF™. On 
precede a une elution par un tampon phosphate MaCl 0,2M. 
Les particules virales se trouvent eluees dans la 
fraction exclue. 

Les caracteristiques du procede de purifica- 
tion figurent sur le tableau II. 
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Tableau ii 





Etape 


OEAE 


Chelation 


Gel 
filtration 




Proteines 

residuelles 

(*) 


50 % 


100 % 


0,4 % 




Teneur en 
ADN (pg/ml) 


< 7000 


< 30 


< 30 




Virus 

recupere (*) 
(ELISA 
prot^ine E) 


90 % 


76 % 


20 % 

'1 



(*) Rendements Stapes par etape 

La solution virale inactivee purifi§e a 6t6 
utilisee pour iiranuniser des souris- par injection au jour 
0 puis au jour 7. L'epreuve par le virus virulent est 
effectuee h I'aide d'une solution h 10^ LD 50/ml au jour 
30. Toutes les souris vaccin^es par la preparation 
purifiee non diluee et par la preparation purifi^e diluee 
au 1/32 ont ete protegees. Dans le meme test, les souris 
vaccinees pair le vaccin iBiken (dilution 1/32) ont ete 
eprouvees et seules les 2/5 ont ete protegees. 
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REVENDICATIONS 

1. Procede de production indusrrielle d'un 
vaccin contre 1 ' encephalite japonaise, caracterise en ce 
qu'il comprend les etapes suivantes : 

a) mise en culture de cellules . provenant d'une lignee: 
cellulaire, 

b) inoculation de la culture de cellules obtenue par du 
virus de 1 • encephalite japonaise en presence d'un 
milieu de multiplication virale, 

c) propagation et . multiplication du virus sur les 
cellules, 

d) recolte du milieu de multiplication virale constituant 
une suspension de virus prodiiits par les cellules/ 

e) purification de la suspension virale par au moins urie 
etape de chromatographie echangeuse d'ions et une 
etape de permeation de gel, 

f) formulation et mise sous forme pharmaceutique de la 
suspension virale pour assurer sa conservation jusqu'a 
son utilisation, 

2. Procede selon la rcvendication 1, caracte- 
rise en ce que la quantite de virus inoculee correspond 
a une multiplicite d* infection (MOI) inferieure a 0,1. 

3. Precede selon la revendication 1 ou 2, 
caracterise en ce qu'il comprend, en outre, une etape 
d • inactivation de la suspension virale avant ou apres 
1* etape de purification e). 

4. Precede selon la revendication precedente , 
caracterise en ce que 1 * inactivation est realisee au 
moyen d' agent chiraique a temperature ambiante. 

. 5. Procede selon une des revendications 
precedentes, caracterise en ce que les cellules utilisees 
pour la multiplication virale sont des cellules VERO. 

6. Procede, selon une des revendications 
precedentes, caracterise en ce que la purification est 
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effectuee grace aux operations suivantes : 

. chromatographie par echange d'ions, 
. chromatographie d • adsorption, 
. penneation de gel. 
^ 7 . Precede selon une des revendications 

prec^dentes, caracterise en ce qu'il consiste en outre, 
apr^s I'etape de recolte d), a introduire a nouveau du 
^ milieu de multiplication virale neuf , ^ attendre un temps 
suffisant pour permettre ^ nouveau la multiplication du 
10 virus, et ^ effectuer une nouvelle recolte du milieu de 
- multiplication virale. 

8, Precede selon la revendication 7, caracte- 
rise en ce qu'il consiste ^ r^colter le milieu de 
multiplication virale et ^ le remplacer par du milieu 

15 neuf, un nombre de fois compris entre 1 et 7. 

9, Precede selon une des revendications 
pr6c6dentes, caracterise en ce qu • il consiste en outre, 

. apr^s 1 » 6tape d) ^ f iltrer la suspension virale recoltee. 

10, Procide selon une des revendications 
20 precedentes, caracterise en ce que le milieu de multi- 
plication virale possede une concentration en proteines 
inferieure k 5 g/1. 

11- Vaccin centre 1 ' encephalite japonaise, 
caracterise en ce qu ' il comporte du virus de i'encepha- 
25 lite japonaise obtenu par culture sur cellules provenant 
d'une lign^e cellulaire, et en ce que la teneur en ADN 
cellulaire est inferieur h 100 pg/dose. 
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